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および頼粒膜細胞と卵母細胞間にはギャップ結合が存在し(Gilula et a1. ， 1978; Albertini 
et aJ.， 1974; Amsterdam et aJ.， 1976; Merc et a1.， 1972; Bortolussi et a1.， 1977; Bjersing et a1.， 
1974; Anderson et a1. ， 1976 )、それらを通して糖(Rieske et aJ.， 1975 )、アミノ酸、ペプ
チド (Johnsonet a1.， 1971; Simpson et a1.， 1977 )その他の代謝物質(Sheriz.ky et aJ. ， 1988 





















いると考えられており (ChanningetaJ.， 1982; Chang， 1955; Sato etaJ.， 1986; Sato etaJ・-
3 
o 
1984; Sato et al.， 1982; Tsafriri et al.， 1975; Tsafriri et al.， 1982; Tsa丘irietal.， 1985; Stone et 
al.， 1978; Sirard et al.， 1990 )、現在までに減数分裂抑制因子として MAF似aturation
Arresting Factor: Sato et al.， 1986 )、 OMI(Oocyte Maturation lnhibitor: Stone et al.， 1978 )な
どが報告されている。この滅数分裂停止状態は、成熟した個体の脳下垂体から分泌さ
れるゴナドトロピン(特に LH)に応答してギャップ結合の崩壊と排卵が生じた時点
で解除される(AlbertSet al.， 1983;加藤， 1974;Sarthy etal.， 1982; Recowsky and Satterlie， 
1985 )。 二番目の役割として、排卵後に黄体を形成することである。排卵に伴い頼粒
膜細胞は性質、形態共に全く異なる黄体細胞へ分化し、急速に分裂増殖を開始する
(図2b) (Gore-Langton and Annstrong， 1988; Hanukoglu， 1989; Hanukoglu and Hanukoglu， 
1986; Hedin elal.， 1987; Hsue etal.， 1984; Richards and Hedin， 1988; Podger elal.， 1986; 
Rodger elaJ.， 1987; Toaff etal.， 1983; Tuckey etal.， 1988)。その結呆形成される黄体
(図 2c)ではプロゲステロンが産生され、受精卵の着床などのコントロールに係わ








et al.， 1993; Hsueh et al.， 1984 )。例えば、 IGFsとそのレセプターは頼粒膜細胞で産生
され(Oliveret al.， 1989; Hernandez et al.， 1989; Hernandez et al.， 1991; Zhou et al.， 1991; Hsu 
and Harnmond， 1987; Hammond et al.， 1985; Mondschein et al.， 1990 )、 FSH刺激による頼
粒膜細胞でのステロイドやLHレセプタ一、インヒピンの産生をオートクライン的
に制御している (Mayet al.， 1980; Adashi et al.， 1985b; Adashi et al.， 1984; Adashi et 
al.，1985; Davoren 1986; Bicsak et al.， 1986; Hemandez et al.， 1989 )。さらに IGFsの結合タ
ンパク質である IGFBPsは同織に穎粒朕細胞で産生されることによって IGFsの作用
を調節しており、その結果として FSHとIGFs、IGFBPsの聞には複雑な制御関係が
存在していると予想されている 仏iuet al.， 1993 )。また、 EGF、bFGFについては頼
粒膜細胞によるエストラデイオールやインヒピンの産生をそれぞれネガティプに制御















レセプターは 7回膜貫通型であり (Sprengelet al.， 1990; Parmentier et al.， 1989; Frazier el 
al.， 1990; McFaland et al.， 1989 )、 Gタンパク質を経てアデニレートシクラーゼとカッ
プリングしていることが予想されている (Sprengelel al.， 1990; McF叫andet al.， 1989; 




同じ現象が生じる(Klinlenand Stevenson， 1977; Funkenstein el aJ.， 1984; Richards and 
Hedin， 1988; Simpson and Waterman， 1988)。また、 cAMP量の上昇によりcAMP依存的
タンパクキナーゼの活性が上昇することも報告されている(vaiωkaitiset al.， 1975 )。
さらに、頼粒膜細胞内では、 cAMP以外にもカルシウム (Rantaet al.， 1985 )および
PKC (Shinohara et al.， 1985 )がGnRHなどのシグナル伝達に働いていることも報告さ
れている。
穎粒膜細胞では、 FSH(Hsueh etal.， 1984; Solano elal.， 1980; Nakano el al.， 1983; Rao 




用することがわかっている(Midgleyetal.， 1973; Richards etal.， 1976; Rolland etal.， 1975; 
Hsueh et al.， 1984; W加 get al.，1979; Navikis et al.， 1982 )。また、視床下部から分泌され、
専ら脳下垂体前業からのゴナドトロピン分泌の促進に働くと考えられていた GnRH
では、頼粒膜細胞表面に直接の結合部位が存在し(Pelletier et al.， 1981; Pieper et al.， 
1981; Ranta etal.， 1981 )、 FSHによるプロゲステロン分泌や、 LHおよびPRLレセプタ
ーの発現を抑制する活性があることなどが明らかになっている(Hsueh et al.， 1979; 
Hsueh et al.， 1979; Hsue et al.， 1980 )。さらに頼粒膜細胞が産生する IGF・1は自らに作
用することによって FSHによる cAMP産生を強める活性を持ち、逆に EGF，bFGF 
(' 
はFSH処理による cAMPの上昇を抑える活性があると報告されている (Knechtand 






a1.， 1990 )、 FSHもしくは細胞内のcAMP波度を増加させる薬剤処理により、ピンキ
ユリン、 α・アクチニン、アクチンといった遺伝子の mRNA量が減少することなどが












































Guanidinium Method (Frederick et aJ.， 1987)で行った。
i)頼粒膜細胞:凍結状態の卵巣を、卵胞液が解け出すまで室温に放置したo 解凍し
た卵胞から直ちに20G針付き1mlシリンジで卵胞液ごと頼粒膜細胞を集めた。なおシ
リンジには、予め200μl程度のグアニジン溶液(4Mguanidinium isothianate， 20mM 










5，0∞中mで10分間、遠心分離を行ったo 溶液をCsCl溶液(5.7MCsCl in 0.1mMEDTA) 
上に、1.5:7.0(容:@:)になるように重層し、 SW-41Tiローター (Bechman)で26Krpm
，21時間、または、 SW・50.1ローター (B民 hman)で35Krpm，20時間遠心した。遠心
終了後、液層を静かに除去し、超遠心管の壁に残っている余分なCsCl溶液を除いた。
趨遠心管の底部に沈澱しているRNAを、 360μlのτ"ES溶液(10mMTris' Cl pH7.4， 5mM 








purification Kit (Phannacia )を用いてpoly(A)・RNAを分離した。これと相補的なcDNAを、
cDNA合成キット (Pharmacia)を用いて合成し、Lambdagt11ベクターのEcoRl部位
につないだ。リガーゼ反応は12"Cで一晩行った。組み換えLambdaphage DNAを、


























くMω出edplaque hybridization > 











MOPS厄DTA溶液(XI0:0.2MMOPS， 50mM sodium aωtate，1OmM EDTA pH 7.0)を使用し
たo RNAはエタノーjレ沈澱の後、 2.5μlの25mMEDTA・O.I%SDSに溶解し、 12.5μ1の
Electrophresis sarnple buffer (0.75ml deionized forrnamide， 0.15ml 10 X MOPS， 0.24ml 
forrnaldehyde， 0.1ml deionized RNお令合eeH20， O.lml glyωrol， 0.08ml 10% (WjV) 
blomophenol blue )を加え、 65"Cで15分間保温した。保温終了後、1.0mglmlのethidium
bromide溶液を0.5・1.0μl加え、 1.2%のホルマリンゲルで20V7mA 17時間電気泳動を行
った(Fourneyet al.， 1989 ) 




D ifferen tial h y bridizationで得られたクローンを、 PCR法を用いて増幅した後、
Random p巾nerDNAラベリングキット(Takara)を用いて32p_標識したプロープを用意
した。プロープは0・50Quick Spin Column ( Boehringer Manheim )で精製し、メンプレ
ン一枚に対し全反応液の1∞分のlを用いた。ハイプリダイゼーションは42"Cで一晩行
い、メンプレンの洗いはLows凶ngencybuffer (2X SSC，O.1 %SDS)を用いて3回(室温、
10秒 1回、 10分間 2回)、およびHighstringency buffer (0.2 X SSC， 0.1 %SDS )で2回





1μlのTS507・1primer (5・CcrcrCAGGCfGAGAGCfCf3'， 10 OD)と、黄体より調製
したlμgのpoly(A)φ悶'fAを12μlのRNaseフリーの蒸留水に溶解し、 70"cで 10分間
保温した。氷中で急、冷後、 4μlの5X緩衝液(0.25M Tris-HCl (pH8.3)， 0.375 M KCl， 
15mM MgC12)、2μ1の0.1MD廿， 1μlのdNTPM以(各1伽 M)を加え、 45"Cで2分間保




12.5μlのTdT2XMnC12液 (2oomMカコジル酸ナトリウム(pH7.2)，2 mM MnC12， 















固定した。凍結切片の免疫染色は VectastainABCkit (Vector Laboratories Inc.)および
Horseradish-peroxidase (HRP)の基質である3，3'-Diaminobenzidine-4HCl(DAB)を用いた













理した後、ハイプリダイゼーション溶液 (4XSSC，50%Formamide， lXDenhardt's， 10 
%Polyethylene Glycol， 0.5mg/ml Sonicated Salmon Sperm DNA， 0.25mg/ml Yeast tRNA， 
lmMDTT，IU/μ1 RNase Inhibitor)を用いて、室温で 1時間行った。
DIG標識プロープの作成は、 300ngのTS507cDNAをテンプレートとし、






反応終了後は、カバーガラスを除去し、 2xSSCにより、室温で 1時間を 2回、
lxSSCによ り室温で 1時間 l回、および、 0.5XSSCにより37"Cで30分 l回の洗浄を
行ったロ Bu俄 r1 (l00mM Tris/HCl pH7.5， 150mM NaCl)により軽く洗浄した後、プ
ロッキング溶液 (2%正常ヒツジ血清、 0.3%Triton X-l∞IlBuffer 1)により室温で30分
間処理した。プロッキング処理後、スライド l枚あたりに150-200μ!の希釈AP(






(1∞mM Tris-HCl pH9.5， 1∞mM NaCl， 5伽1MMgCl~ による 2 分間の平衡後、スライ















に懸濁した。 35mmシャーレを用い、 8%の血消と抗生物質 (PSF)を添加した
Dulbecco・smodified Eagle Medium (DEM， Gmco)に1.7XI05の細胞を加え、 37"C、 5%
∞2で10日間培養を行った。容器の底に70-80%まで増殖した細胞に対し、 5μgの
pEF-Src Neo (EF promo町に v-src遺伝子をつないだもの。マーカー遺伝子として
SV40初期プロモーターにつないだネオマイシン耐性遺伝子を持つ)、 または2μg
のpEF321TNeo (pEF-Src Neoのsrc部分を SV40large T抗原で置き換えたもの。)と5
μgのpNC0202(Dexamethasone-inducible MMTV-L1Rプロモーターにヒトメラノーマ
由来H-ras遺伝子をつないだもの)をリポソームを用いてトランスフェクションした
(Bothwell et a1. ， 1990)0 3日後培地を選択培地(上記のDEM培地にNeomycin:lmg/mlを
添加したもの)に交換、以後2日おきに培地を交換し、 Neomycin耐性の細胞を選択
した。生き残った細胞はマイクロピペットを用いて単離し、 24穴のシャーレで増殖さ




Tris-HCl(pH7.4)， 150mM NaCl， lmM EDTA， 0.5% NP40， lmM Na-Orthovanadate， lmM 







℃で 1時間以上保温した後、 4"C、 5，000・10，000中mで3秒間遠心分離を行ったo 上清
を除き、 1m!のRIPA緩衝液を加え緩やかに撹排した。先程と同条件で遠心分離を行
い、沈殿を洗浄した。この洗浄をさらに 2回行った後、 1m!のHEPES-I0%Glyαrol溶
液に懸濁した。 10μlのサンプルに等量の2XSample緩衝液(62.5mMTris-HCl (pH 6.8)， 
3% SDS， 10% Glycerol， 1∞mMDπ)を加え95"Cで3分間加熱した後、氷中で急冷し






























(Bradford， 1976; Pilgrim， 1977 )で行った。
く卵母細胞の調製、培養条件など〉
フィーダーレイヤーの準備:35mmシャーレに199/HEPES/G培地 (10%Inactivated 







































加したDEM/F12(1:1)培地で、 37"C、 5%∞2 で24時間培養したoHanks'溶液で血清
を充分洗浄した後、ホルモンなどで遺伝子発現の誘導をするために無血清培地(
D-加fiM/F12(1: 1)， 1 nsulin 2fL glml， Transferrin 5μglml， Hydrocrtison 40ng/ml ; Orly et a1. . 










































頼粒膜細胞ライブラリー、黄体ライプラリー、それぞれ5x 104 -1 x 105プラークに
対して Differenωhybridizationを行った結果、頼粒朕細胞特異的と思われるものを約
100クローン、また黄体特異的と思われるものを約 50クローン得ることができたo



























プを調製した。図 4aはこの 3'末端の断片をプロープとして行った Northern
hybriclizationの結果である。
クローン TS507:排卵後の 3ステージでほぼ等しい発現がみられる(図4b) 、，o 1.. 
のcDNAクローン (TS507)の一次構造の決定し ORFを検索したところ開始コドンを
含む 5・末端領域を欠いていると思われたため、 RAα法(Frohmanet a1.， 1990)により
さらに上流域をcDNAクローン化し、全塩基配列を決定した(図8a) 0 IDEASを用い
てデータベースとホモロジー検索を行った結果、 ヒト ProstaicSecretory Protein (PSP) 
(Kohan et a1.， 1986; Mbikay et a1.， 1987)に対し、 DNAレベルで67%、アミノ酸レベル
で54%のホモロジーが確認された(図 9)。




ミトコンドリア ATPase protein 6 (Anderson et a1.， 1982 )と DNAレベルで73%のホモロ
ジーが確認された(図 10 a)。またそれから予想されるアミノ酸配列とウシ ・ミト
コンドリア ATPaseprotein 6タンパク質との問でホモロジー検索を行った結果では 65
%、またヒト・ミトコンドリアATPasepロein6 (Anderson et a1.， 1982)に交すしては 71%
のホモロジーが認められた(図 10 b)。









を行った結果、ウシ・ミトコンドリア cytochromeoxidase subunit 1I (Anderson et a1.， 




































ras遺伝子を導入した LTjH-rぉBl、 LTjH-rぉDの細胞株で、 p211Uの位置にシグナJレが
確認された(図 19左)。また抗v-src抗体を用いた場合では、 sπ を導入した細胞
株で強いシグナルが確認された(図 19右)。このことより導入した発ガン遺伝子は
頼粒膜細胞株中で発現していることが確認された。






間で違いがみられた(図 18) 0 v-srcを導入した細胞株 (SrcA:図 18A、B;SrcB: 
図 18 C、D)では、充分に増殖する以前は培養開始当初の初代穎粒膜細胞(図 17 
B)に形態が似ているが初代穎粒膜細胞ほど細胞が大きくならず(図 18A、C)、
従って容器の底に一杯になった状態、も様子がやや異なる(図 18B、D)。一方、










σCnecht加 dCatt， 1983; Richrds etal.， 1987; Hsueh etaJ.， 1984; Demeter-Aolotto et al.， 1993)、




















一方、 v-s陀を導入した細胞株では、 FSHにより cAMP濃度の上昇は見られるが
LHにより誘導される cAMPの盆がLTjH-rasを導入した細胞株に比べて低いもの(図
2 1 a， SrcB) と、 FSHにより cAMP波度の上昇が全く見られず、しかも LHにより
C泊。の発現がほとんど見られないもの(図21 a， SrcA)が存在した。このいずれの




膜細胞(Satoet al.， 1982; Sato and Koide， 1984; Sato et aJ.， 1986; Sirard and Bilαjeau， 1990) 
あるいは卵胞液(Hsuehetal.， 1984; Sato etal.， 1982; Stone etal.， 1978; Tsa仕iriand 
Channing， 1975; Tsafriri and Bar-Ami， 1982; Tsafriri， 1985)からそれらの活性因子を単離
したとの報告がある。また、頼粒膜細胞は卵母細胞と共に加げωで培養を行うこと
により、その卵成熟を抑制する活性を持つことが報告されている (Satoeta1.， 1986; 
Sirard and Bilodeau， 1990)ため、初代頼粒膜細胞と樹立した細胞株についてこの卵成熟
抑制活性について検討を行った(図22)。
















トロピンまたは Forskolinで刺激することによりインヒピン α とsAサプユニット
のmRNA丑の増加が報告されている(LaPoltetaJ.， 1990)。そこでプタインヒピン α
サプユニットをプロープとして使用し、発現量が変化するかどっかをスロット・プ






報告されているため (Ben-Ze'evand Amsterdam， 1989)、ここでは細胞株の遺伝子発現
の変化をみる指標として s-アクチンを用いた(図 23 b)。初代頼粒膜細胞ではゴ
ナドトロピンおよびForskolinの添加により s-アクチン mRNAの発現量の減少がみら
れた。 一方、細胞株ではホjレモンまたは薬剤の影響がみられるものとみられないもの





















Welgus， 1983; Heath etaJ.， 1982; Welgus etaJ.， 1979; Seller etaJ.， 1979)。そういった機能
上、その存在は様々な組織に認められる (Welgusand Stricklin， 1983; Cooper etaJ.， 1959; 
Welgus et aJ.， 1985; Harris Jr. et aJ.， 1984; Selers如 dMe中hy，1981; Wooly， 1984; Cawston et 
a1.， 1981; Carmichael etaJ.， 1986; Seltzer etaJ.， 1981 )。卵巣では、現在までに排卵前の卵
胞液中でその活性が認められており(Cu汀yJr. etaJ.， 1988; Seppala etaJ.， 1985; 
Gaddy・KurtenetaJ.， 1989)、さらにその活性は、 LHとプロゲステロン等のステロイ
ドホルモンによって上昇することが報告されている (CurryJr. et aJ.， 1988; Curry Jr. et 
al.， 1990; Salckmann et aJ.， 1986 )。またその機能としては卵胞のまわりを取り阻んでい
る結合組織においてコラゲナーゼの活性を制御して排卵のための破裂口をつくる際の
調節を行うことなどが考えられている(CuπyJr. et a1.， 1988; Harris Jr. et aJ.， 1984; Cuπy 
Jr.， etaJ.， 1986; Espey， 1967; Curry Jr. et al.， 1989; Clark et aJ.， 1985; Otska et aJ.， 1984; 




























































の存在することが明らかとなった(図 9) 0 TS507 cDNAから予想されるアミノ酸に
はグリコシル化を受ける部分があり(図8a)、また Hydrophobicity解析より N末端
部分に疎水性部分が存在しているため(図8b)、構造上分泌タ ンパク質である可能








とが報告されているタンパク質である (Kohanet aJ.， 1986; Mbikay et aJ.， 1987)。またあ
る種のサルにおいても前立腺特異的にその発現が確認されている (Mbikayet aJ.， 1988)。
さらにヒトの前立腺から分泌されるほかの多くのタンパク質がそうであるように














































(corr: Young and Anderson， 1980; Anderson eta1.，1982)、ウシミトコンドリア Aτ'Pase
Protein 6 (ATP笛e6: Anderson et aJ.， 1982)のプタのカウンターパートであることが予怨











全長はそれぞれ683塩基、 681窃基である (Andersonet a1.， 1982)。図4c、dにおいて
TS049では 3カ所、 TS537では 2カ所にシグナJレが確認できるが、このうち COI、
ATPぉe6のmRNAに相当するのは最小のシグナルであることが予想される。一方、
ウシのcorr遺伝子と ATPぉe6遺伝子はミトコンドリアゲノム上でほぼ隣接して存在




































による転写産物の確認(Daviset a1.， 1986)や抗体を使った翻訳産物の確認(Cuevasset 
a1.， 1987; Woodruff eta1.， 1987)、および活性の測定(Andersonand DePaolo， 1981; de Jong 
and Sharpe， 1976; Erickson釦 dHsueh， 1971)を行うことによって明らかにされている。
しかもその存在は種々の動物細胞について確かめられている(Andersonand DePaolo， 








を増し、同時に各細胞の合成するインヒピン量も増加するぐTumeret al.， 1989; LaPolt et 
a1.， 1990)。その結果インヒピンの分泌量は増加する。インヒピンはその生理機能と
して脳下垂体前葉での FSH-sサプユニットの合成を抑制するので、その結果FSHの



























































Amsterdarnら(Amsterdamet al.， 1988)のGscellline (頼粒膜細胞に SV40の全ゲノムの

























ノ酸配列から 7回膜貫通型の構造をとると予怨され(Sprengelet al.， 1990; McFarland et 
aJ.， 1989; Loosfelt et al.， 1989)、シグナルはGタンパク質を経由してアデニレートシク
ラーゼに伝達されると考えられている。また実際ゴナドトロビンにより頼粒膜細胞内
のcAMP濃度が上昇することも知られており、ゴナドトロピンの作用はcAMP量の変
化を通して遺伝子発現につながっている可能性が考えられる (March，1976; 2or， 1983; 
Amsterdam et al'j 1975; Amsterdam et al.， 1989)。そこで、樹立した頼紋朕細胞株でのゴ
ナドトロピンまたは薬剤感受性を cAMP濃度の変化により調べた。
この実験を行うに際して、ホJレモンは血約存在下では作用しにくいことが報告され
ているため (Orlyetal.， 1980; Erickson et al.， 1979)、無血清状態で細胞を培養すること
が求められるo ところが、ラットの穎粒膜細胞では無血清培地を使用した細胞培養に
成功した例がこれまで数多く報告されているが(Ericksonand Hsueh， 1978; Dorrington et 







れている(Amsterdamet al.， 1981; Erickson et al.， 1979; Rani et al.， 1981; Zelenik et aJ.， 
1974; Richards and Midgley， 1976; Richards et al.， 1976) 0 LHレセプターもリガンドの結
合により cAMP濃度を上昇させるため、この FSHによる LHレセプターの発現誘導
を、 LH添加による cAMP濃度の上昇により検証した。その結果、初代願粒膜細胞に
おいて LH添加により cAMP濃度の上昇がみられたため(図21 a)、この培養条件
の下では FSHの作用によりLHレセプターが誘導されていると思われる。
頼粒膜細胞株で同様の実験を行ったところ、 srcを導入した細胞株ではFSHに感受
性のあるもの(図 21 a:SrcA) と、ないもの (図 21 a:SrcB )が存在した。 SrcA細













一方、 SrcB細胞株では FSH添加により cAMPの上昇がみられるが、 LHの添加では











を誘導する条件(+Dex)または誘導しない条件 (-Dex) を用いて cAMP量の変化を
調べた(図21)。この細胞株ではDexamethasoneを加えた状態でも加えない状態で
も、 FSH、LHによる cAMP量の上昇がみられた(図21 a)。これはこの細胞株がゴ
ナドトロピンに感受性であることを示している。また +Dexと-Dexを比較した場合、
+Dexの方がゴナドトロピンまたは Forskolinへの反応性が高い(図 21 a、b)。この
違いはDexamethasone添加による H-ras遺伝子の発現誌の上昇と一致していると思わ




















離された穎粒膜細胞でも確認されており、 MaturauonArresting Factor (MAめなどとよ
ばれている (Satoetal.， 1982; Sato et aJ.， 1984; Sato etal.， 1986; Sirard and Bilodeau， 1990; 
Racowsky et al.， 1989)。またこの活性には卵母細胞内のcAMPが関与するとの報告も


















図22bの"empty"にみられる GVBD率は、 Saω ら(Saωetal.， 1982)の結果 (GVBD
率 =70%)に比べてやや低くなっている。これに関しては、使用した卵母細胞の発育
程度が均一ではなかった可能性がその原因の lつとして考えられる。 Mo出kら































ており (Ben-Ze'evand Amsterdam， 1989)、またその変化は頼粒膜細胞の黄体化に関与
していると与えられる。初代穎粒膜細胞ではゴナドトロピンの添加により s-アクチ
ンmRNAの発現量の減少がみられた。また Forskolin刺激ではその発現量はコントロ








か相関が認められる。つまり cAMP:@:が多い状態においては p・アクチン mRNA畳が
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る (e:TS052)0 fは、 コントロールとしてs-actinをプロープとして用いた。
n 
1 GGCACGAGCGGC ATG AGC CCC TTT GCA CCC CTG GCC TCT GGC ATC CTG 48 
(1) Met Ser pro Phe Ala Pro Leu Ala Ser Gly Ile Leu (12) 
49 CTG CTG CTG TGG CTG ACT GCC CCC AGC CGA GCC TGT ACC TGC GTC CA 96 
(13) Leu Leu Leu Trp Leu Thr A1a Pro Ser Arg A1a Cys Thr Cys Va1 Pro (28) 
97 CCC CAC CCA CAG ACG GCC TTC TGC AGC TCC GAC CTG GTC ATC AGG GCC 144 
(29) Pro Hls Pro G1n Thr Ala Phe Cys Ser Ser Asp Leu Val Ile Arg Ala (44) 
145 AAG TTT GTG GGA GCC CCA GAG TTC AAC CAG ACC GCC TCG TAC AG CGT 194 
( 45) Lys Phe Val Gly Ala pro Glu Phe Asn G1n Thr A1a Ser Tyr Lys Arg (60) 
193 TAT GAG ATC AAG ATG ACC AAG ATG TTC AAA GGG TTC AAT GCC TTG GGG 240 
(61) Tyr Glu I1e Lys Met Thr Lys Met Phe Lys Gly Phe Asn Ala Leu G1y (76) 
241 GAT GCC CCT GAC ATC CGG TTC ATC TAC ACC CC GCC ATG GAG AGC GTC 288 
(77) Asp Ala Pro ASp Ile Arg Phe Ile Tyr Thr pro Ala Met Glu Ser Val (92) 
2M TGC GGA TAC TTC CAC AGG TCC CAC AAC CCC AGC ~A口 GAG TTT CTC ATA 336 
(93) Cys G1y Tyr Phe His Arg Ser G1n Asn Arg Ser Gln Glu Phe Leu Ile (108) 
337 GCT GGA CAA CTG TGG AAC GGG CAC CTG CAC ATC ACC ACC TGC AGT TTT 384 
(109) Ala G1y Gln Leu Trp Asn Gly Hls Leu Hls Ile Thr Thr Cys Ser Phe (124) 
385 GTG GCT CCC TGG AAC AGT CTG AGC TCA GCT CAG CGC CAG GGC TTC ACC 432 
(125) Va1 Ala pro Trp Asn Ser Leu Ser Ser A1a Gln Arg Gln Gly Phe Thr (140) 
433 GAG ATC TAT GCT GCT GGC TGT GAG AA TGC ACA GTG TTT CCC TGC ACA 480 
(141) Glu Ile Tyr A1a Ala G1y Cys Glu Glu Cys Thr Val Phe pro Cys Thr (156) 
481 TCC ATC CCC TGC AAA CTG CAG AGT GAC ACT CAC TGC TTG TGG ACA GAC 528 
(157) Ser Ile pro Cys Lys Leu G1n Ser Asp Thr Hls Cys Leu Trp Thr Asp (172) 
529 CAG CTC CTC ACA GGC TCT GAC AAG GGC TC CAG AGC CGC CAC CTT GCC 576 
( 173) G1n Leu Leu Thr G1y Ser Asp Lys Gly Phe Gln Ser Arg His Leu Ala ( 188) 
577 TGC ATG CCC CGG CAG CCA GGA ATG TGC ACC TCG CAG TCC TTG CGG CCC 624 
(189) Cys Met Pro Arg G1u pro C1y Met Cys Thr Trp Gln Ser Leu Arg Pro (204) 
625 CGG GTC GCC TGA ATCCTGCCCCCAGCAGAAGCCGAAACCTGCACAGTGTTCACCTCTCT 683 
(205) Arg Va1 A1a .・ (207) 
684 TCCCGCTCCCACCτGTCTTTCTCCAAGATGATGAAATAddGAACCTCGTGCC 735 










10 20 30 40 50 60 
AGCGGCATGAGCCCCTTTGCACCCCTGGCCTCTGGCATCCTGCTGCTGCTGTGGCTGACT 
CGCACCATGGCCCCCTTTGCACCCATGGCCTCTGGCATCCTGTTGCTGCTGTGGCTCACA 
10 20 30 40 50 60 
70 80 90 100 110 120 
GCCCCCAGCCGAGCCTGTACCTGCGTCCCACCCCACCCACAGACGGCCTTCTGCAGCTCC 
-・・・・ ・・ ・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・.••• • •..••.•.•...• • • • •• . •. ......... ・....... ....  
GCCCCCAGCCGAGCCTGTACCTGCGTCCCACCCCACCCACAGACGGCCTTCTGCAACTCC 
70 80 90 100 110 120 
130 140 150 160 170 180 
GACCTGGTCATCAGGGCCAAGTTTGTGGGAGCCCCAGAGTTCAACCAGACCGCCTCGTAC 
-・・・・・・・......... ........  
GATGTCGTCATCAGGGCCAAGTTCGTGGGGACCGCAGAAGTCAATGAAACTGCCTTATAC 
130 140 150 160 170 180 
190 200 210 220 230 240 
AAGCGTTATGAGATCAAGATGACCAAGATGTTCAAAGGGTTCAATGCCTTGGGGGATGCC 
-・・・・・・・.............• 
••••••• .・・・・・・・・・・ • .................. . ・・....・・・・........• -・....• ・・ • ....... . 
CAGCGTTATGAGATCAAGATGACTAAGATGTTCAAAGGGTTCAGTGCCTTGAGGGATGCC 
190 200 210 220 230 240 
250 260 270 280 290 300 
CCTGACATCCGGTTCATCTACACCCCCGCCATGGAGAGCGTCTGCGGATACTTCCACAGG 
-・・・・.......・・..・・・・・....• ・.... .. ..... • .............................. . •.•••••..•.•. ・・・ . • 
CCTGACATCCGGTTCATCTACACCCCTGCCATGGAGAGCGTCTGCGGATACTTCCACAGG 
250 260 270 280 290 300 
310 320 330 340 350 360 
TCCCAGAACCGCAGCCAGGAGTTTCTCATAGCTGGACAACTGTGGAACGGGCACCTGCAC 
-・ ・・・・・.....• 
.•.. . . • ..................... . ・・・・  -・・ ・・・・...• .. • 
TCCCAGAACCGCAGTGAGGAGTTTCTCATAGCTGGACAATTGTCGAATGGGCACCTGCAC 
310 320 330 340 350 360 
370 380 390 400 410 420 
ATCACCACCTGCAGTTTTGTGGCTCCCTGGAACAGTCTGAGCTCAGCTCAGCGCCAGGGC 
••••••••••••••. .・・・・・..・・・・........ ・・............ ..... ... • -・・・.・...• ・.... . 
ATCACCACCTGCAGTTTTGTGGCTCCCTGGAACAGCATGAGTTCTGCTCAGCCCCGGGGA 
370 380 390 400 410 420 
430 440 450 460 470 480 
TTCACCGAGATCTATGCTGCTGGCTGTGAGGAATGCACAGTGTTrCCCTGCACATCCATC 
-・・・・・・・.... ....   -・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・..• ・ ................... • ...... . 
TTCACCAAGACCTATGCTGCTGGTTGTGAGGAATGCACAGTGTTTCCCTGCTCATCCATC 
430 440 450 460 470 480 
490 500 510 520 530 540 
CCCTGCAAACTGCAGAGTGACACTCACTGCTTGTGGACAGACCAGCTCCTCACAGGCTCT 
................ . ・・・・・・・・・・・・..... -・・・・-・・............. .•• . ••. ・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・.. •....• • . -・・.......• ・・ ・・・・.... 
CCCTGCAAACTGCAGAGCGACACTCACTGCTTGTGGACGGACCAGCTGCTCACAGGCTCT 





550 560 570 580 590 600 
GACAAGGGCTTCCAGAGCCGCCACCTTGCCTGCATGCCCCGGGAGCCAGGAATGTGCACC 
........ ................ .... ................ .... . ・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・ ・・・・・・・......... •.•••.•• 
GACAAGGGGTTCCAGAGCCGCCACCτGGCCTGCCTGCCCCGGGAGCCAGGGCTGTGCACC 
550 560 570 580 590 600 
610 620 630 640 650 660 
TGGCAGTCCTTGCGGCCCCGGGTGGCCTGAATCCTGCGCCCAGCAGAAGCCGAAACCTGC 
-・・・・・・・・・・・・・・ ・・ ••••.••• ••.••. •.• ••.•.•••• ••• •• •• ・・・・・・・・・・・・・・・ ・ ・・・・・・・・・ ・・・・.. •.•.••••..•. •.. •• .' 
TGGCAGTCCTTGCGGGCCCAGATGGCCTGAGTCCTGCCCCCAGCAGAAGCTGAAGCCCGC 
610 620 630 640 650 660 
670 680 690 700 710 720 730 
ACAGTGTTCACCTCTCTTCCCGCTCCCACCTGTCTTTCTCCAAGATGATGAAATAAAGAACCTCGTGCC 
•••.•.••• •• . •• .• .......・・ •.•.. ..•.• ••.•. ••••••• .•• ・・・・・・・・・ ・ ・ ・ ・ ・・・・・・・・・ ・・・・・・ ・・・・・ ・.............. •• 
ACAGTGTTCGCCCCTGTTTCCACTCCCACCTTTTTTTCTTCAAGAGGATGAAATAAAGAACTACCACCC 
670 680 690 700 710 720 
10 20 30 40 50 60 
+ MSPFAPLASGILLLLWLTAPSRACTCVPPHPQTAFCSSDLVIRAKFVGAPEFNQTASYKR 
.... ............................. . ........ . 
•.•. ・ ・・・ ・ ... ・ ・
Collagenase MAPFAPMASGILLLLWLTAPSRACTCVPPHPQTAFCNSDVVIRAKFVGTAEVNETALYQR 
Inhibitor 10 20 30 40 50 60 
70 80 90 100 110 120 
YEIKMTKMFKGFNALGDAPDIRFIYTPAMESVCGYFHRSQNRSQEFLIAGQLWNGHLHIT 
-・・・・・・・・・・・ ・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・...... ....・.• ・ ... .. •• ............................ •.•. •  ••••• •• 
YEIKMTKMFKGFSALRDAPDIRFIYTPAMESVCGYFHRSQNRSEEFLIAGQLSNGHLHIT 
70 80 90 100 110 120 
130 140 150 160 170 180 
TCSFVAPWNSLSSAQRQGFTEIYAAGCEECTVFPCTSIPCKLQSDTHCLWTDQLLTGSDK 
•••••••••• ••••• ••. ............. .........・・・・・..・・・・・..• ・・・・・・・・.. ..・・・ .•• ・・・ ・.. .... .... • 
TCSFVAPWNSMSSAQRRGFTKTYAAGCEECTVFPCSSIPCKLQSDTHCLWTDQLLTGSDK 
130 140 150 160 170 180 
190 200 
GFQSRHLACMPREPGMCTWQSLRPRVA 
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図7 TS543 cDNAクローンの 3'末端 (a) と会長 (b)をプロープとして用いた
Northem Hybridizationの結果を示す。各レーンではそれぞれ次の細胞または組織




1 TT ATA ATA CCC ATC AG TGA CGC ACA TGC CTG AAA GGA CTC CCG CTC 
48 ATC ACA ATG AAA TTT CTT CTG GGC ACC CTC GTG GTC TTA GCC ACC TTT 
(1) Met Lys Phe Leu Leu Gly Thr Leu Val Va1 Leu Ala Thr Phe 
96 GTG ACT TTA TGC AAC TCC CAG TGC TAT TTC ATA CCT AAT CAG AGC TTA 
(15) Val Thr Leu Cys Asn Ser Gln Cys Tyr Phe工le Pro Asn Gln Ser Leu 
144 AAA CCT AAT GAA TGC CAG GAT CTT AAA GGA GTC TCA CAC CG CTG AAC 
(31) Lys Pro Asn Glu Cys Gln Asp Leu Lys Gly Val Ser His Pro Leu Asn 
192 TCT GTG TGG AAG ACT AAA GAC TGT GAG GAG TGT ACT TGT GGC CAA AAT 
(47) Ser Val Trp Lys Thr Lys Asp Cys Glu Glu Cys Thr Cys Gly Gln Asn 
240 GCG ATT AGC TGT TGC AAC ACT GCT GCC ATA CCT ACG GGT TAT GAC ACA 
(63) Ala Ile Se工 CysCys Asn Thr Ala Ala Ile Pro Thr Gly Tyr Asp Thr 
288 AAT AAG TGT CAG AAA ATC TTG AAC AAG AAG ACC TGC ACC TAT ACA GTG 
(79) Asn Lys Cys Gln Lys Ile Leu Asn Lys Lys Thr Cys Thr Tyr Thr Val 
336 GTG GAA AAG AAG AC CCA GGA AG ACC TGT GAT GTC ACT GGA TGG GTA 
(95) Val Glu Lys Lys Asp Pro Gly Lys Thr Cys Asp Val Thr Gly Trp Val 
384 TTA TAA TGT GTT TCT AGT GGG CCC AGA GCT CTC AGC CTG AGA GGG CCC 
('¥ (111) Leu… 
432 AAG TTC TCC CAT GCC AGG CCT CAT CT CCT ATG GCC TCT AAC TGT CTA 
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a) TS507 cDNAクローンの全塩基配列とそれから予想されるアミノ酸配列。
下線部分はグリコシlレ化を受けると予想されるアミノ酸部分を示す。






















.................. . ・・・・・・・・・・・・...... -・..... ・.  
50 40 30 20 
TATGCAATGCATCATGCTATTTCATACCTAATGAGGGAGTTCCAGGAGATTCAACCAGGA 
120 110 100 90 90 "10 10 
MKFLLGTLVVLATFVTLCNSQCYFIPNQSL---KPNECQDLKGVSHPLNSVWKTKDCEEC 




-・・・・・ ・・...... .... .  
200 190 180 1"10 160 
PSP f' AATGCATGGATCTCAAAGGAAACAAACACCCAATAAACTCGGAGTGGCAGACTGACAACT 
60 50 40 30 10 














. . . . . . ・・.・・.. 
GTGAGGAGTGTACTTGTGGCCAAAATGCGATTAGCTGTTGCAACACTGCTGCCATACCTA 
TCYETE工SCCTLVSTPVGYDKDNCQR工FKKEDCKYIVVEKKDPKKTCSVSEWI工
..... . ・ • 
GTGAGACATGCACTTGCTACGAAACAGAAATTTCATGTTGCACCCTTGTTTCTACACCTG 
110 100 90 80 70 220 210 240 
330 
230 






-・・.・....... ...  
TGGGTTATGACAAAGACAACTGCCAAAGAATCTTCAAGAAGGAGGACTGCAAGTATATCG 
290 280 2"10 260 250 300 
390 380 3"10 360 350 340 
TGGTGGAAAAGAAGGACCCAGGAAAGACCTGTGATGTCACTGGATGGGTATTATAATGTG 
-・・...... ・.  -・・・・......... ・... .... ..・・・・・・・.・ ......• ... . ・ .













































10 20 30 40 50 60 
CTCAAAACTCAAAAACATAGCACCCCTTGAGAAATAAAATGAACGAAAATCTATTTGCGT 
ACAAAAATATTAAAACAAAACACCCCTTGAGAAACAAAATGAACGAAAATTTATTTACCT 
8260 8270 8280 8290 8300 8310 
70 80 90 100 110 120 
CTTTTATTGCCCCCACGATAATAGGACTACCTATTGTCACCTTAATTATTATATTCCCAA 
• .・・・ ・・・.  . . . . -・・.. . • . • ・..• • . • 
CTTTTATTACCCCTGTAATTTTAGGTCTCCCTCTCGTAACCCTTATCGTACTATTCCCAA 
8320 8330 8340 8350 8360 8370 
130 140 150 160 170 
GCTTACTATTCCCAACACCCAAACGACTCATTAATAACCGCACAATCTCGATCC 
GCCTACTATTCCCAACATCAAACCGACTAGTAAGCAATCGCTTTGTAACCCTCC 
8380 8390 8400 8410 8420 
10 20 30 40 
TS537 MNENLFASFIAPTMMGLP工VTL工工MFPSLLFPTPKRLINNRTIS工
Bovine ATPase 6 ーー 一ー ー-T---T-VIL---L申ー ー-VL一一一ー ーー ー-SN--VS--FVTL
Human ATPase 6 ーー ーーー ーー ーー 四時ー -IL---AAV---L--P--I--S-Y-----L-TT
図10 TS537 cDNAクローンのホモロジー検索の結果を示す。
a) TS537 cDNAの塩基配列とウシのミトコンドリア DNA(L-strand: 
Anderson et al.， 1982)との比較。コード領域のN末端を含む塩
















10 20 30 40 50 
GGCACGAG--GTCCCATCCCTCGGTTTAAAAACAGATGCTATCCCAGGACGATTAAACCA 
CTCATGAGCTGTGCCCTCTCTAGGACTAAAAACAGACGCAATCCCAGGCCGTCTAAACCA 
7860 7870 7880 7890 7900 7910 
60 70 80 90 100 110 
AACAACTCTAATATCAACACGACCTGGCCTTTATTACGGACAGTGCTCAGAAATCTGTGG 
-・・・・・・ .. . . . . .. ・.. • . . . . -・・・・・・・... ・.. • • .• . • •  
AACAACCCTTATATCGTCCCGTCCAGGCTTATATTACGGTCAATGCTCAGAAATTTGCGG 
7920 7930 7940 7950 7960 7970 
120 130 140 150 160 170 
ATCAAACCACAGCTTCATGCCCATTGTACTTGAACTTGTCCCATTAAAGTACTTCGAAAA 
. . . . . . . .  . . . . .. .  ・・・・・・・. . . . . . ・・・・. • -・・・・・・・.. ・.. .・・・.. . 
GTCAAACCACAGTTTCATACCCATTGTCCTTGAGTTAGTCCCACTAAAGTACTTTGAAAA 





10 20 30 40 50 60 
HEVPSLGLKTDAIPGRLNQTTLMSTRPGLYYGQCSEICGSNHSFMPIVLELVPLKYFEKW 
WAVPSLGLKTDAIPGRLNQTTLISSRPGLYYGQCSEICGSNHSFIPIVLELVPLKYFEKW 




a) TS049の塩基配列とウシのミ トコンドリア cytochromec oxidase subunit 
I遺伝子(Andersonet al.， 1982)との比較。 コード領域のC末端部分に対して行
なった結果を示しである。
b) TS049の塩基配列から予想されるアミノ酸配列をウシのミ トコンドリア







86 96 106 116 126 136 146 
CAACCTTCTCACCCAGCACTGTGCCTGCATCTAAGGGTGTCCCGCTGGTGGCCAAGCTCCCACAGGCACC 
CAACCTTCTCACCCAGCACTGTGCCTGCATCTAAGGGTGTCCCGCTGGTGGCCAAGCTCCCACAGGCACC 
1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 
156 166 176 186 196 206 216 
AGCCTGGAGGAAGGCAGAGTTCCCACCTCCCCTTTCCTTCCGCCTCTTCGCCTGGAGGCTCCCCTCCCTG 
•• . • . .••..•.••..•.••. .・・.................・..... ・. . . . . .. . • -・・・・................• .•...•. • ••••.•.•.. ・ • 
AGCCTGGAGG^AG~CAGAGTTCCCACCTCCCCTTTCCTTCCGCCTCTCCGCCTGGAGGCTCCCCTCCCTG 
1160 1170 1180 1190 1200 
226 236 246 256 266 
TCCGCCCCTGTCCCATGGGTAATGTGACAATAAACAGCATAGTGCAGCTC 
•••••••••••••••••••••••••••••• .・ ............• ・..........・・・・・・・・・・・...・・・・・・・..............• 
TCCGCCCCTGTCCCATGGGTAATGTGACAATAAACAGCATAGTGCAGATG 
1230 1240 1250 1260 1270 
1210 1220 
TS052cDNAクローンの塩基配列とプタのインヒピン α・サプユニット
































レーン lではコントロールとして、プタ開花期の黄体のω凶 RNAを10μg 
使用したo レーン 2、レーン 3、レーン 4では、ヒト前立腺、ヒト精巣、ヒト
卵巣のpolyAφ 貯~A 、 2μg をそれぞれ使用したo A) 使用した附~A の分解
の程度と等量性をみるため電気泳動が終了した時点でエチジウムプロマイド染


























左側の列 (A、c、E、G) はDispersedcellsの状態。右側の列 (B、D、F、H) は
充分増殖した後 (Confluentcells)の状態。
A. B: Src A 
，.. C. D:SrcB 
r、
E ， F : Large T / H・rasBl 















細胞株はLT/H-ras Bl (rぉ Bのレーン)、 LT/H-ras D (ras Dのレーン)、
Src A (src Aのレーン)、 SrcB (src Bのレーン)およびコントロールとして
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図21 初代穎粒朕細胞および穎粒膜細胞株における cAMP量の変化。 ミ 25 、一、
初代穎粒膜細胞 (primary)または頼粒朕細胞株 (SrcA， Src B， LT/H-ras Bl)を
。
E 20 
FSH (a、FSH)または Forskolin (b、Forskolin)により 48時間刺激し、 告 15 得られたcAMPiil:をサンプルに含まれるタンパク質量で換算して表示している。
LH (a、LH)については、 FSH処理時間終了後にFSHを完全に除去した細胞に
〈tJ 1 0 
(¥ 対し、 100分間の処理を行なったo コントロールとしては、各細胞をゴナド - 5 トロビンまたは Forskolinの存在しない条件で48時間培養したものを使用した。 。
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Clone 特異性 Nucleotide seguence Amino acid seguence 
TS543 黄体 Bovine Collagenas<e Inhibitor 90 88 
TS507 黄体 Prostatic Secretory Protein 67 54 
TS537 黄体 Bovine Mitochondrion ATPase 6 73 65 
TS049 黄体
Bovine Mitochondrial Cytochrome 
79 94 Oxidase subunit I 
TS052 穎粒膜 Porcine lnhibin A・:subunit 98 
